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Analiza sintetičnih in naravnih kanabinoidov v vzorcih prepovedanih drog in 
izdelkih iz konoplje 
Povzetek: Konoplja je najbolj razširjena ter uporabljena droga na svetu in je človeštvu 
znana že več tisoč let. Kanabinoidi, ki so njene najbolj znane sestavine, igrajo 
neposredno vlogo pri interakciji z endokanabinoidnim sistemom pri ljudeh. V relativno 
kratkem času so se po svetu razširile tudi njihove sintetične različice, ki jih je težje 
identificirati z običajnimi analiznimi metodami. Eden boljših sistemov za določanje 
kanabinoidov je HPLC-QTOF. V diplomskem delu smo z HPLC-QTOF optimizirali 
metodo za analizo naravnih in sintetičnih kanabinoidov. Metodo smo delno validirali in 
dokazali, da jo je možno uporabiti tudi za kvantitativno analizo v različnih matricah. 
Prikazali smo fragmentacijske poti kanabinoidov in predlagali nekaj mehanizmov. 
Izvedli smo tudi analize realnih vzorcev in medsebojno primerjavo le-teh. 
Ključne besede: konoplja, naravni in sintetični kanabinoidi, HPLC-QTOF, validacija 
metode, fragmentacijski mehanizmi 
 
Analysis of synthetic and natural cannabinoids in samples of illicit drugs and 
cannabis products 
Abstract: Cannabis is the most widespread and abused drug in the World and has been 
known to humanity for thousands of years. Its most known constituents, cannabinoids, 
play a direct role in interacting with the human endocannabinoid system. Relatively 
recently however, their synthetic counterparts have spread across the globe and are 
more difficult to detect with the usual analytical methods. One of the better instruments 
for determination of cannabinoids is the HPLC-QTOF. In the thesis we used the HPLC-
QTOF and optimized a method for analysis of natural and synthetic cannabinoids. We 
partially validated the method and demonstrated that it can also be used for quantitative 
analysis in different matrixes. We have shown fragmentation pathways of cannabinoids 
and proposed some mechanisms. We also performed an analysis of real samples and 
their comparison. 
Keywords: cannabis, natural and synthetic cannabinoids, HPLC-QTOF, method 
validation, fragmentation mechanisms 
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1 Uvod 
Področje drog je nedvomno prav toliko zanimivo kot škodljivo. Marsikaj, kar se je 
nekoč proizvajalo in nato prodajalo splošni populaciji povsem legalno, je dandanes 
močno omejeno, regulirano ali povsem prepovedano. Ena od teh drog je tudi konoplja, 
marsikdaj dobesedno opevana, ponekod romantizirana tudi s strani znanstvenikov in za 
katero je vse večje svetovno zanimanje.  
V primerjavi z ostalimi drogami je konoplja še vedno daleč najbolj kultivirana, 
preprodajana in zlorabljena prepovedana droga. Polovica vseh zasegov drog so prav 
zasegi konoplje. Nič drugače ni tudi v Sloveniji, ki je tako rekoč samooskrbna s 
prepovedano drogo konopljo, predvsem s tisto proizvedeno v posebej prirejenih 
prostorih. Kot vmesna država tihotapljenja pa omogoča tudi pester izbor drugih drog, 
med katere spadajo tudi sintetične različice. Te vključujejo tudi sintetične kanabinoide, 
ki predstavljajo precej večjo nevarnost vsem uporabnikom, predvsem pa mladim, ki so 
bolj dovzetni k uporabi, kot tudi bolj občutljivi njihovim učinkom in posledicam. 
Z nedavno dekriminalizacijo konoplje v nekaterih državah ZDA in svetu ter govora o 
preklasifikaciji konoplje kot tudi konopljine smole v kategorijo najmanj nevarnih 
substanc s strani Svetovne zdravstvene organizacije, sem tudi kot osebni podpornik 
dekriminalizacije izkoristil priložnost, da tematiko kanabinoidov uporabim za 
diplomsko delo. 
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1.1 Konoplja 
Konoplja spada med najstarejše kulturne rastline, ki zagotavlja vlakna, užitna semena in 
zdravilne smole. Človeška kot tudi naravna selekcija je povzročila številno raznolikost v 
njeni obliki rasti in kemijski sestavi. Inovativne klasične tehnike gojenja so bile 
uporabljene z namenom izboljševanja droge konoplje, rezultat katerih so številni 
kanabinoidno bogati kultivarji primerni za medicinsko uporabo. 
Konoplja je letna rastlina, razmnožena iz semena in močno raste v odprtih sončnih 
okoljih s svetlobo, dobro izsušeno zemljo, obilnimi hranili in vodo ter doseže tudi do 
pet metrov višine v štiri do šest mesečni rastni sezoni [1]. 
Cannabis sativa je ena najbolj kontroverznih protagonistov fitomedicine. Poleg vira 
tekstilnih vlaken, je bila široko uporabljena tudi v etnomedicini več tisoč let. 
Zgodovinska pričanja nakazujejo na njeno uporabo proti revmatizmu, protinu (putiki), 
malariji in motnji pomanjkanja pozornosti. Po njeni predstavitvi v sredini devetnajstega 
stoletja so bila  zdravila osnovana na konoplji popularna v zahodni medicini okoli sto 
let. Ena od problematik, ki so jo v tistih časih imeli zdravniki, je bilo pridobivanje 
doslednih rezultatov iz serij rastlinskega materiala z različno močjo. Njihovi pacienti so 
tako trpeli zaradi zdravljenja z neučinkovito dozo ali zaradi nezaželenih opojnih 
učinkov predoziranja, ki je lahko trajalo več ur. Zaradi tega, kot tudi zaradi rekreativne 
uporabe in njenih psihoaktivnih lastnosti, je privedlo do njene klasifikacije kot 
prepovedane droge, kar je znatno otežilo raziskavo njenih kemijskih in farmakoloških 
lastnosti. Njena kontroverznost glede uporabe še vedno ostaja, saj je le nekaj držav 
razvilo zakone, ki dovoljujejo znanstvene raziskave [1, 2]. 
Najpogosteje imenovana marihuana je ena najstarejših drog, ki se vzgaja in uporablja v 
skoraj vseh državah sveta in je najbolj razširjena droga [3, 4]. V zadnjih dvajsetih letih 
se je znanje o njeni farmakologiji in vlogi endokanabinoidnega sistema v možganskih 
funkcijah in fiziologiji znatno povečalo [3]. 
Kljub dolgi zgodovini uporabe in zlorabe za tako medicinske kot rekreativne namene, se 
je na trgu pred kratkim pojavila nova generacija sintetičnih kanabinoidov, ki se 
prodajajo na svetovnemu spletu kot zeliščne mešanice pod mnogimi imeni (kot npr. 
Spice) [3]. 
. 
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1.2 Kanabinoidi 
Izraz kanabinoidi ima različne pomene. V bolj ožjem smislu označuje naravne 
fitokanabinoide rastline konoplje (Cannabis sativa). V najširšem smislu pa vključuje vse 
ligande kanabinoidnih receptorjev in sorodnih spojin. Endogeni ligandi kanabinoidnih 
receptorjev, ki pripadajo različnim kemijskim razredom v primerjavi s fitokanabinoidi, 
so bili poimenovani endokanabinoidi [1]. Izraženi so tudi kot skupina endogenih, 
naravnih in sintetičnih spojin, ki medsebojno vplivajo s kanabinoidnimi receptorji v 
živalih oziroma ljudeh [2]. 
Večina bioloških lastnosti kanabinoidov se opira na interakcije z endokanabinoidnim 
sistemom v ljudeh. Endokanabinoidni sistem vključuje dva G proteinsko vezana 
kanabinoidna receptorja, imenovana CB1 in CB2, kot tudi dva endogena liganda, 
anandamid in 2-arahidonilglicerol. Endokanabinoidi naj bi modulirali ali igrali v 
regulativni vlogi v različnih fizioloških procesih vključno z apetitom, občutkom za 
bolečine, razpoloženjem, spominom, vnetji, insulinom, občutljivostjo ter maščobnim in 
energijskim metabolizmom. Poleg primarne prisotnosti v centralnem živčnem sistemu 
in po celotnih možganih, se CB1 receptorji najdejo tudi v imunskih celicah in 
gastrointestinskih, reproduktivnih, adrenalnih, srčnih in mehurnih tkivih, kjer lahko 
zaradi njihove prisotnosti delujejo kanabinoidi. CB1 receptorji tako posredujejo 
fiziološke in psihotropske učinke konoplje. Za CB2 receptorje se šteje, da naj bi imeli 
imunomodularne učinke in naj bi uravnavali citokinsko aktivnost. Primarno so prisotni 
v vranici in imunskih celicah [5, 6]. 
Akutni učinki konoplje oziroma kanabinoidov so karakterizirani s strani uporabnikov 
kot: blaga evforija, sprostitev in splošno dobro počutje. Ti zaželjeni psihotropski učinki 
so povezani s prisotnostjo THC. V laboratorijskem okolju, tako konoplja kot sama 
spojina THC, povzročata oslabitev funkcij, kot so motorična koordinacija in izvršilna 
funkcija, v direktni povezavi z njunima dozama [4]. 
Več študij prikazuje povezavo med ponavljajočo se rabo konoplje in dolgotrajno 
oslabitvijo kognitivnih sposobnosti, kot tudi povečano tveganje za razvoj več različnih 
duševnih motenj. Te vključujejo tesnobo, bipolarno motnjo, depresijo in shizofrenijo. 
Število dokazov o povezanosti SK z resnimi negativnimi psihiatričnimi in 
zdravstvenimi stanji se povečuje. Ti dokazi prikazujejo, da ponavljajoča izpostavljenost 
s SK povzroča negativne stranske učinke, ki so bolj resni in dlje trajajoči, kot tisti v 
povezavi s THC [4]. 
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1.2.1 Naravni kanabinoidi  
Raziskovanje kanabinoidov se je začelo s sistematičnim raziskovanjem naravnih 
proizvodov znotraj botaničnega vira [1]. Konoplja sativa je najpogosteje uporabljena 
prepovedana rastlina na svetu, vendar je tudi zelo medicinsko obetavna rastlina in je bila 
njena učinkovitost za zdravljenje raznih zdravstvenih stanj zelo dokumentirana. Iz 
konoplje je bilo izoliranih vsaj 113 različnih naravnih kanabinoidov, ki imajo različne 
učinke [7]. 
Obstaja več vrst razredov naravnih kanabinoidov, vsi pa izvirajo iz CBG vrste spojin in 
se razlikujejo le v ciklizaciji. CBG je nekisla oblika  kanabigerolske kisline, ki je 
matična molekula vseh kanabinoidov, iz katere so sintetizirani [7]. Med glavne in bolj 
raziskane razrede fitokanabinoidov spadajo: 
• THC (tetrahidrokanabinol) 
• THCA (tetrahidrokanabinojska kislina) 
• CBD (kanabidiol) 
• CBDA (kanabidiolska kislina) 
• CBG (kanabigerol) 
• CBDV (kanabidivarin) 
• CBN (kanabinol) 
Tetrahidrokanabinol 
Kemijsko poimenovana spojina (-)-trans-delta-9-tetrahidrokanabinol (THC) [slika 1.1] 
je glavna psihoaktivna sestavina konoplje. Delta-9-THC je optično aktivni smolni 
material, ki je zelo topen v lipidih in netopen v vodi, lastnost katero deli mnogo 
kanabinoidov, kar otežuje njihovo farmakološko preizkušanje [8]. THC je bil prvi 
izolirani predstavnik svoje družine in je dekarboksilirana oblika THCA [2, 5]. Je 
parcialni agonist za CB1 in CB2 receptorja, a z večjo afiniteto za CB1 receptor, ki je 
domnevno odgovoren za njegove psihoaktivne lastnosti. THC ima pravzaprav več 
molekularnih tarč, kot sta CB1 in CB2 ter kaže na močne protivnetne, antikancerogene, 
analgetične, neuroantioksidativne in druge učinke. Nasprotno je povezan tudi s 
številnimi stranskimi učinki, kot naprimer tesnobo ter imunosupresijo [5]. 
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Kanabigerol 
Kanabigerol je kratkoživen prekurzor THC in CBD, zaradi česar je njegova 
koncentracija v rastlini zelo majhna. Posledično je tudi najmanj raziskan med 
fitokanabinoidi. Ima preprečevalne učinke na širjenje rakavih celic in je bil predlagan za 
terapije proti raku in klinične eksperimente za paciente, ki trpijo za vnetjem črevesja [5, 
14]. 
Kanabidivarin 
Kanabidivarin je propilni analog CBD in je poleg CBD in THC pokazan kot 
antikonvulzant v različnih živalskih modelih epilepsije [15, 16].  Kot ena sestavin 
zdravila proti epilepsiji je trenutno tudi CBDV v kliničnem preskušanju v Avstraliji 
[17]. 
Kanabinol 
Kanabinol je v rastlini konoplje v le zelo majhnih količinah in nima psihoaktivnih 
učinkov [18] oziroma so zanemarljivi.  Je končni produkt procesa degradacije THC, 
primarno zaradi toplote in svetlobe in se ponavadi najde v starani konoplji. V primerjavi 
s THC ima dvakrat manjšo afiniteto za CB1 receptor in trikrat višjo za CB2 receptor. 
Tako učinkuje bolj na imunski sistem kot na centralni živčni sistem [5, 19].  
V tabeli 1.1 so prikazane molekulske formule in molekulske mase določevanih naravnih 
kanabinoidov [20-26] 
Tabela 1.1: Sestava naravnih kanabinoidov 
  THC THCA CBD CBDA CBG CBDV CBN 
 Molekulska 
formula 
C21H30O2 C22H30O4 C21H30O2 C22H30O4 C21H32O2 C19H26O2 C21H26O2 
 
 Molekulska 
masa 
[g/mol]  
314,5 358,5 314,5 358,5 316,5 286,4 310,4  
  
1.2.2 Sintetični kanabinoidi 
Raziskave o delovanju teh naravnih spojin, zlasti THC, so privedle do ustvarjanja 
številnih umetnih različic na osnovi njihovih molekularnih struktur, ki so bile kemijsko 
in farmakološko temeljito pregledane. V tem kontekstu bodo »klasični« sintetični 
kanabinoidi obravnavani kot tisti, ki ohranijo obročno strukturo naravnih kanabinoidov 
in njihove kisikove atome. »Neklasični« kanabinoidi vključujejo molekule, ki imajo 
bolj radikalno prerazporeditev, dodatek ali izbris iz prototipnih struktur [1].  
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Sintetični kanabinoidi, bolje imenovani kanabimimetične spojine, so spojine, ki jih 
pripravljajo raziskovalci po svetu in so usmerjeni v interakcijo z endokanabinoidnim 
sistemom. Ta interakcija poteka z receptorjema CB1 in CB2 [27], na s katerimi vezavo  
je osnovana tudi njihova klasifikacija. Posledično je le nekaj sintetičnih kanabinoidov, 
ki spominjajo na naravne [28]. Ena od prednosti SK je v tem, da je možno z vsako 
spremembo strukture sistematično opazovati spremembe učinkov. Prvotni namen 
sinteze spojin z visoko terapevtsko aktivnostjo in malo stranskimi učinki, pa je postal 
izpriden s strani podzemnih laboratorijev, ki so uporabili informacije znanstvene 
skupnosti za razvoj teh spojin za prepovedano uporabo kot nadomestke marihuane [27]. 
V primerjavi s konopljo, ki vsebuje večinoma zmes agonističnih in antagonističnih 
kanabinoidov, imajo komponente SK razlike v njihovi selektivnosti, moči in funkciji ter 
so na splošno močnejši in učinkovitejši agonisti kanabinoidnih receptorjev kot THC [4]. 
Nekateri SK imajo za faktor 4-5 večjo afiniteto za vezavo na kanabinoidni CB1 receptor 
in beleženi so bili mnogi toksični simptomi [27]. 
Zaradi stalnega razvoja in širokih razlik v njihovi kemijski strukturi, je klasifikacija in 
nomenklatura SK zelo kompleksna in ne popolnoma sistematizirana. Nomenklatura  
vsebuje kratice in številčenje. Nekateri od SK imajo predpono glede na kraj, kjer je bila 
substanca preizkušena oziroma analizirana prvič ali glede na to kdo jo je sintetiziral 
[29]. Kemijsko so lahko klasificirani kot naftolindoli, benzolindoli, fenilacetilindoli, 
adamantilindoli, ciklofenoli in razna skupina [27].  Kategorično pa se jih deli na šest 
glavnih kategorij [30]: 
• Klasični kanabinoidi 
• Neklasični kanabinoidi 
• Hibridni kanabinoidi 
• Aminoalkindoli 
• Eikozanoidi 
• Drugi 
Obstaja več spojin SK, v diplomskem delu so obravnavani  trije predstavniki 
aminoalkindolov [31] in sicer: 
• JWH-018 
• JWH-073 
• JWH-250 
JWH-018 
Nedvomno najbolj znani psihoaktivni sintetični kanabinoid sodi v skupino 
aminoalkilindolov in je obravnavan, v primerjavi s THC, kot trikrat močnejši. Pri 
kajenju se potrebuje manjše doze, kot za THC za isto močne učinke. Ime je dobil po 
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1.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z masnim 
analizatorjem na osnovi časa preleta ionov (HPLC-MS-QTOF)  
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je moderna oblika tekočinske 
kromatografije, pri kateri se uporablja visok tlak za črpanje tekoče mobilne faze skozi 
stacionarno fazo (kolona napolnjena z majhnimi delci sorbenta). Kot vrhunska 
separacijska tehnika omogoča večkomponentne analize realnih vzorcev in kompleksnih 
matričnih mešanic. Omogoča hitro in natančno kvantitativno analizo,  možna je tudi 
avtomatizacija. Ena od glavnih omejitev pa je pomanjkanje univerzalnega detektorja 
[40]. 
Deli se na štiri glavne razrede. Za potrebo diplomskega dela smo uporabili 
reverznofazno kromatografijo, katera temelji na interakciji med polarno mobilno fazo in 
nepolarno stacionarno fazo. Mobilna faza je ponavadi kombinacija organskih topil, kot 
so metanol ali acetonitril z vodo [40]. 
Masna spektrometrija je analizna tehnika, ki je navadno povezana s tekočinsko ali 
plinsko kromatografijo [6]. Ena od prednosti sklopitve s tekočinsko kromatografijo je, 
da se s tem izognemo razgradnji vzorcev. Tehnike, osnovane na tekočinski 
kromatografiji, delujejo pri sobni temperaturi in omogočajo direktno analizo spojin v 
ekstrahiranem vzorcu [2]. Prvi korak v MS je ionizacija analita, ki je v trdnem, tekočem 
ali plinastem stanju v vakumu, s katero se razbije spojino na nabite delce. Nabiti delci 
so nato ločeni glede na m/z razmerje, razmerje med maso delca in količino 
elektrostatskega naboja, ki ga delec nosi. Najbolj pogosta je elektronska ionizacija (EI) 
[6]. 
MS podatki so prikazani kot masni spekter, ki prikazuje mase fragmentov proti 
frekvenci fragmenta oziroma intenziteti [6]. Masni analizator, tipično kvadrupol, ločuje 
ione glede na stabilnost poti v oscilirajočem električnem polju [6, 41, 42]. Po prehodu 
skozi kvadrupol ion doseže detektor. MS se vzdržujejo pod vakuumom pri nizkih tlakih, 
da se prepreči nezaželene trke med ioni analita pred injekcijo oziroma reakcij med njimi 
[6, 42]. 
Kvadrupolni masni analizator (QTOF) [slika 1.5] [42] je v praksi hibrid med 
kvadrupolnim masnim analizatorjem in analizatorjem na čas preleta ionov (time-of-
flight) [41]. V osnovi deluje tako, da meri čas, ki je potreben, da analit potuje od 
ionskega izvora do detektorja.  
Ioni so generirani iz tekočega analita s pomočjo elektrorazprševalnega ionskega izvora. 
Nato ioni vstopijo v MS skozi uporovno in zelo inertno kapilarno cev. Ioni naslednje 
potujejo skozi optiko v kvadrupolni analizator, kjer se filtrirajo glede na njihovo m/z 
razmerje. Tam se tudi pospešijo in dobijo isto kinetično energijo. Ko zapustijo 
kvadrupolni analizator, so usmerjeni skozi kolizijsko celico, kjer so podvrženi 
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1.4 Validacija analiznega postopka 
Kadar želimo uporabiti analizni postopek rutinsko, je potrebno predhodno testirati 
validacijske parametre z meritvami na vzorcih in referenčnih materialih, da se potrdi ali 
je postopek primeren. Rezultate meritev je potrebno zbrati in jih statistično obdelati ter 
interpretirati v končnem poročilu validacije [43]. 
V izdelanem načrtu procesa validacije je natančen opis poteka validacije, podroben opis 
uporabljenih validacijskih parametrov in kriterijev za opis in vrednotenje rezultatov, ki 
jih pridobimo z eksperimentalno izvedbo validacije [43]. 
Osrednje vprašanje, ki pa ga je treba obravnavati pred razvojem nove metode, je 
določiti namen za katerega bodo rezultati uporabljeni. To bo nato opredelilo merila 
sprejemljivosti za izvedbo metode in lahko opredeli ali omeji izbiro tehnike [44]. 
Metode so lahko razvrščene na več načinov, vendar je potrebno razlikovati med 
kvalitativnimi in kvantitativnimi metodami [44].  
Kvalitativne metode za analizo drog zahtevajo določitev naslednjega niza validacijskih 
parametrov: 
• Selektivnost 
• Meja zaznavnosti (LOD) 
• Ponovljivost 
• Stabilnost 
Kvantitativne metode za analizo drog zahtevajo določitev poleg validacijskih 
parametrov, ki so pri kvalitativnih metodah, še naslednji niz parametrov: 
• Natančnost 
• Linearnost in delovno območje 
• Točnost (bias) 
• Obnovljivost 
• Merilna negotovost 
V okviru diplomskega dela smo izvedli delno validacijo. Osredotočili smo se predvsem 
na linearnost, točnost metode, meje vrednotenja in zaznavnosti, ponovljivost metode, 
robustnost ter stabilnost spojin CBD in THC. 
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2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je izvesti delno validacijo za določanje naravnih kanabinoidov 
in ugotoviti ali je na instrumentalni opremi smiselna kvantitativna analiza v vsaj 
določenem območju. Določili bomo vsebnost kanabinoidov. Izvedli bomo tudi 
optimizacijo metode z namenom skrajšanja časa analize. 
Kanabinoide bomo določali v rastlinskem materialu, smoli, destilatu in olju. Zanima 
nas, kakšne vsebnosti se običajno pojavljajo v posameznem matriksu in kakšen je v njih 
vpliv interferenc. 
Določali jih bomo s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z masnim 
analizatorjem na osnovi časa preleta ionov (HPLC-Q-TOF). 
Pri delni validaciji bomo določali: 
- Linearnost metode z različnimi koncentracijami standardnih raztopin pri delnem 
in celotnem delovnem območju 
- Ponovljivost 
- Delovno območje metode, potrjeno z realnimi vzorci 
- LOD, LOQ 
- Ponovljivost metode 
- Točnost metode 
- Robustnost metode z uporabo dveh različnih kolon 
- Stabilnost 
V diplomski nalogi bomo izvedli analizo fragmentacij naravnih in sintetičnih 
kanabinoidov. Namen je prikazati podobnosti in razlike v strukturi in posledično 
fragmentaciji med njimi ter poskusiti ugotoviti mehanizem fragmentacije. 
Analizirali bomo tudi nekaj vzorcev z enakim matriksom, z namenom primerjave 
vsebnosti kanabinoidov v različnih vzorcih. 
Pri delu se bomo seznanili z analitičnim pristopom v analizo kanabinoidov, prednostmi 
instrumentalne tehnike kot tudi njene pomankljivosti in problematike same analize. 
 
13 
 

Goran Kragolnik: Analiza sintetičnih in naravnih kanabinoidov v vzorcih prepovedanih drog in izdelkih 
iz konoplje 
 
3 Eksperimentalni del 
Eksperimentalni del smo opravili v Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano 
(NLZOH) v Ljubljani. Za določanje kanabinoidov smo uporabili že obstoječo metodo, 
ki se uporablja za dodatno potrditev prisotnosti in vsebnosti kanabinoidov. Metodo smo 
za potrebe diplomske naloge optimizirali z drugim gradientom mobilnih faz, posledično 
se je skrajšal čas analize. Za identifikacijo se uporabljajo ioni ter retencijski čas, za 
kvantifikacijo pa površina vrha. Vsebnost posameznih kanabinoidov smo izračunali iz 
umeritvene krivulje s pomočjo programske opreme MassHunter. 
3.1 Materiali in kemikalije 
3.1.1 Reagenti in topila 
o Ultračista voda (Milli Q), Purelab Classic 
o Metanol – (J. T. Baker, Ultra gradient HPLC grade, kat.št.: 8402 ) 
o Acetonitril - (J. T. Baker, kat. št.: 9017) 
o Mravljinčna kislina – ( Honeywell, puriss. P.A., ACS reagent, reag. Ph., kat. št.: 
33015) 
o Kalibrant: ESI-L nizko koncentracijski kalibracijski standard za QTOF (kat. št.: 
G1969-85000) 
o Referenčni raztopini: 2.5 mM HP-0921 (kat. št.: I8720241), 5 mM purin (kat. 
št.: I8720242) 
3.1.2 Osnovne standardne raztopine 
o THC v metanolu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do marca 2022) 
o THCA v acetonitrilu, c = 1 mg/mL -  (Cerriliant, veljavnost do aprila 2022) 
o CBD v metanolu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do februarja 2021) 
o CBDA v acetonitrilu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do maja 2019) 
o CBG v metanolu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do avgusta 2019) 
o CBDV v metanolu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do septembra 2020) 
o CBN v metanolu, c = 1 mg/mL - (Cerriliant, veljavnost do julija 2019) 
Vsi standardi imajo glede na certifikat čistočo privzeto kot 100 %, oziroma je 
odstopanje zanemarljivo. 
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3.1.3 Vzorci 
o Konoplja (Cannabis Sativa) – rastlinski material 
o Smola 
o Olje 
o Destilat 
3.2 Laboratorijska oprema 
o Laboratorijska steklovina 
o Analitska  tehtnica (Mettler Toledo XPE205 Delta Range) 
o Ultrazvočna kopel (Bioblock Scientific) 
o Avtomatska pipeta 100-1000 µL (Brand) 
o Nastavki za pipete 
o Spatula 
o Plastične kapalke 
o Viale in pokrovčki 
3.3 Instrumentalna oprema 
Analizo vzorcev in delno validacijo metode smo izvajali na tekočinskem kromatografu 
(Agilent Technologies, 1260 Infinity) z masnim detektorjem na osnovi časa preleta 
ionov QTOF LC/MS (Agilent Technologies, Accurate Mass 6530). Aparat smo 
nadzorovali in obdelovali podatke analiz na osebnem računalniku s programsko opremo 
MassHunter. 
 
Slika 3.1: Tekočinski kromatograf 1260 Infinity (Agilent) s QTOF masnim detektorjem 
Accurate Mass 6530 (Agilent) 
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3.3.1 Kromatografski pogoji – HPLC 
Mobilna faza: 
 
faza A: 0,1 % CH2O2 v ultračisti vodi 
faza B: 0,1 % CH2O2 v ACN 
Pretok eluenta: 0,2 mL/min 
Predkolona: SecurityGuard ULTRA Cartridges (kat. št.: AJ0-8782) 
Koloni: Kinetex C18 100A 2,6µm 50x2,1mm, SN: 658272-39 (vse meritve) 
Ascentis Express C18 2,7µm 50x2,1mm, SN: USMD004902 (robustnost) 
Temperatura kolone: 30 °C 
Volumen injiciranja: 1,00 µL 
Čas analize: 20 min 
 
Tabela 3.1 : Gradientna elucija 
ČAS (min) MF A (%) MF B (%) 
0 50 50 
3 0 100 
9 0 100 
10 50 50 
20 50 50 
3.3.2 MS pogoji 
Pred vsako analizo smo aparat umerili s kalibracijskim standardom ESI-L [tabela 3.2]. 
Kalibracija se lahko izvede do okoli 2700 m/z, vendar je za analize, ki se izvajajo, 
povsem dovolj že nizko masno območje do 1700 m/z. 
Tabela 3.2: ESI-L kalibracijski ioni 
Pozitivni ion (m/z) Empirična formula 
118,086255 C5H12O2N 
322,048121 C6H19O6N3P3 
622,028960 C12H19O6N3P3F12 
922,009798 C18H19O6N3P3F24 
1221,990637 C24H19O6N3P3F36 
1521,971475 C30H19O6N3P3F48 
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Ves čas se masnemu spektrometru dodajata referenčni raztopini (2.5 mM HP-0921 in 5 
mM purin), zaradi natančnosti na 4 decimalna mesta. 
Pred začetkom analiz se nujno preveri tlak oziroma ali je v celotnem sistemu vakuum. 
Posnetki so se izvajali po SCAN metodi, v območju od 50 – 1000 m/z. Hitrost 
skeniranja je bila 1,00 spektra/s. Uporabljal se je pozitivni način ionizacije. 
Drugi pogoji so bili: 
Ionski izvor: Dual ESI 
Temperatura plina: 325 °C 
Pretok plina (N2): 10 L/min 
Razprševalnik: 40 psig 
Vcap 4000 V 
Fragmentor 175 V 
Skimmer 65 V 
Oktapol 750 V 
3.4 Postopki 
3.4.1 Priprava standardnih mešanic 
Pred delom je, glede na delovno območje, zaradi previsoke koncentracije osnovnih 
standardov, kot tudi ekonomične uporabe, potrebno pripraviti dve razredčeni mešanici 
osnovnih standardov in sicer: 
- Mešanica 1 s spojinami: THC, CBD, CBDV in CBG (topilo MeOH) 
- Mešanica 2 s spojinami: THCA, CBDA in CBN (topilo ACN) 
Vsako od mešanic smo pripravili tako, da smo v 10 mL bučko odpipetirali po 1 mL 
osnovnih standardnih raztopin in nato redčili do oznake z ustreznim topilom. Bučko 
smo nato dobro premešali in vsebino prelili v viale ter shranili v zamrzovalnik (-20°C). 
Pripravljeni mešanici imata tako končni koncentraciji 0,1 mg/mL. 
3.4.2 Priprava raztopin za linearnost 
Za izvedbo linearnosti smo pripravili standardne raztopine v območju od 1 % do 100 % 
delovne koncentracije v sedmih koncentracijskih točkah (1 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 
75 % in 100 %) [tabela 3.3], pri čemer 100 % delovna koncentracija ustreza c = 0,01 
mg/mL. V 10 mL merilno bučko smo odpipetirali ustrezen volumen standardnih 
mešanic in razredčili do oznake z ustreznim topilom ter premešali. 
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Tabela 3.3: Dodatek volumnov za delovne koncentracije 
c [ % ] 1 5 10 25 50 75 100 
V [ uL] 10 50 100 250 500 750 1000 
 
3.4.3 Priprava vzorcev 
Priprava vzorcev za vsak matriks je potekala enako, z razliko v zatehtani masi in 
uporabo topila za posamezni matriks. Glede na matriks smo v primerno bučko zatehtali 
primerno količino materiala glede na pričakovano vsebnost, v katero smo nato do 
oznake dodali topilo metanol ali acetonitril [tabela 3.4]. Bučke smo nato premešali in 
prenesli v ultrazvočno kopel za približno 5 min. Po končani ekstrakciji smo vsako 
raztopino redčili še v razmerju 1:100 z metanolom. 
Tabela 3.4: Priprava raztopine vzorca glede na matriks 
Matriks Masa vzorca [mg] Volumen merilne bučke [mL] Topilo 
Rastlinski 
material 
~ 500 100 MeOH 
Smola 10 - 20 10 MeOH 
Destilat 8 - 10 10 MeOH 
Olje ~ 150 10 ACN, nato MeOH 
 
Napisane mase se uporabljajo zaradi pravega koncentracijskega območja. 
3.4.4 Priprava raztopin za študijo ponovljivosti 
V dve 10 mL bučki, smo odpipetirali po 250 µL dveh mešanic standardov naravnih 
kanabinoidov, kar ustreza 25 % delovni koncentraciji in jih nato redčili do oznake. 
3.4.5 Priprava raztopin za ponovljivost metode 
Pripravo raztopin za ponovljivost metode smo izvedli na isti način kot pri vzorcih. Za 
vsak matriks smo pripravili šest paralelk. 
3.4.6 Priprava raztopin za točnost metode 
Za točnost metode smo najprej posebej pripravili dve razredčeni standardni raztopini 
THC in CBD s koncentracijo 0,1 mg/mL, za kar smo v razmerju 1:10 redčili osnovni 
standardni raztopini le teh. 
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3.4.6.1 Točnost metode za CBD 
V 10 mL bučke smo zatehtali ustrezne mase smole, katera je vsebovala THC in za 
katero smo predhodno potrdili, da ni vsebovala CBD. V bučke smo do oznake dodali 
ustrezno topilo in dobro premešali. Raztopine smo nato še dodatno redčili v razmerju 
1:100 ter vsaki paralelki pred dodatkom topila do oznake dodali še predpisan volumen  
[tabela 3.5] razredčene standardne raztopine CBD. 
Tabela 3.5: Dodatek volumna razredčene standardne raztopine CBD 
Koncentracija ratopine [%] Volumen CBD [µL] 
10 100 
25 250 
50 500 
 
3.4.6.2 Točnost metode za THC 
Priprava raztopin je potekala enako, kot za točnost metode za CBD, z razliko v 
uporabljenemu matriksu in standardu. V 10 mL bučke smo zatehtali ustrezne mase 
destilata, kateri je vseboval CBD in za katerega smo predhodno potrdili, da ni vseboval 
THC. V bučke smo do oznake dodali ustrezno topilo in dobro premešali. Raztopine smo 
nato še dodatno redčili v razmerju 1:100, vsaki paralelki smo pred dodatkom topila do 
oznake dodali še predpisan volumen  razredčene standardne raztopine THC. Dodani 
volumni so isti kot pri pripravi za točnost CBD. 
3.4.7 Priprava vzorca za stabilnost 
Za stabilnost smo pripravili vzorec smole po postopku za pripravo vzorcev [poglavje 
3.4.3]. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Optimizacija metode 
Optimizacijo metode smo izvedli s spremembo gradienta mobilne faze. Za primerjavo 
sta v tabelah 4.1 in 4.2 prikazani gradientni eluciji za originalno in modificirano 
metodo. 
Tabela 4.1: Gradientna elucija za originalno metodo 
ČAS (min) MF A (%) MF B (%) 
0 90 10 
2 90 10 
10 10 90 
15 10 90 
16 90 10 
23 90 10 
 
Tabela 4.2: Gradientna elucija za modificirano metodo 
ČAS (min) MF A (%) MF B (%) 
0 50 50 
3 0 100 
9 0 100 
10 50 50 
20 50 50 
 
Ostalih parametrov HPLC in nastavitev QTOF instrumenta nismo spreminjali. 
S spremembo gradienta smo dosegli krajši čas celotne analize (iz 23 min na 20 min), 
retencijski čas se je za vsako kanabinoidno spojino zmanjšal za približno faktor 2 (za 
primerjavo THC iz 14,836 na 7,850). Na sliki 4.1 je značilen kromatogram celotne 
analize vzorca ali standarda. Na slikah 4.2 in 4.3 pa sta značilna kromatograma za 
posamezno spojino, v tem primeru za spojini CBD in THC. 
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4.2 Validacija analizne metode 
Na podlagi rezultatov smo v validacijo vključili samo spojine CBD in THC ter še 
CBDA in THCA za rastlinski material. Linearnost je sicer prikazana za vse spojine. Za 
potrditev spojin se uporabljajo masa, retencijski čas in fragmenti pri 20 eV. 
4.2.1 Linearnost 
Linearnost metode smo določili s pripravo raztopin [poglavje 3.4.2] v delovni 
koncentraciji od 1 % do 100 %. Za vsako točko smo pripravili eno paralelko z 
enkratnim injiciranjem. Linearnost oziroma umeritveno krivuljo smo izvajali pred vsako 
analizo. 
Za kriterij smo si zadali, da je korelacijski koeficient umeritvene krivulje višji od ali 
enak 0,995. 
Linearnost smo najprej določili za celotno območje, regresijsko premico smo izračunali 
iz izračunanih koncentracij po metodi kvadratne enačbe. Korelacijski koeficient je 
ustrezal kriteriju. Na podlagi izgleda grafa [sliki 4.4 in 4.5] in ostalih podatkov analiz je 
bilo razvidno, da linearnost pada z višjim delovnim območjem. Razvidno je bilo, da je 
linearnost le v območju od 1 % do 10 % delovne koncentracije za mešanico 1 in v 
območju od 1 % do 25 % delovne koncentracije za mešanico 2.  Razlog je v 
nelinearnosti QTOF, ki je linearen v zelo ozkem območju.  
 
Slika 4.4: Linearnost za THC (1 % do 100 %) 
y = -8745,801x2 + 435236,903x + 22957,779 
R² = 1,000 
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Slika 4.5: Linearnost za THCA (1 % do 100 %) 
Posledično smo za mešanico 1 izbrali le prve tri točke umeritvene krivulje, kar ustreza 
območju od 1 % do 10 % delovne koncentracije [slike 4.6, 4.7, 4.8 in 4.9]. Za mešanico 
2 pa smo izbrali točke, ki ustrezajo delovnim koncentracijam 1 %, 10 % in 25 % [slike 
4.10, 4.11 in 4.12]. Regresijsko premico smo izračunali po metodi linearne enačbe, 
korelacijski koeficient pa je ustrezal kriteriju (višji ali enak 0,995). 
 
 
Slika 4.6: Linearnost za CBDV (1 % do 10 %) 
y = -4.488,364x2 + 164.993,820x + 4.218,439 
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Slika 4.7: Linearnost za CBD (1 % do 10 %) 
 
Slika 4.8: Linearnost za THC (1 % do 10 %) 
y = 348.572,140x + 7.908,845 
R² = 0,998 
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Slika 4.9: Linearnost za CBG (1 % do 10 %) 
 
Slika 4.10: Linearnost za CBN (1 % do 25 %) 
y = 356.504,872x - 619,726 
R² = 0,999 
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
P
o
v
rš
in
a
 
Koncentracija [ µg/mL ] 
y = 414.465,950x + 10.995,730 
R² = 0,999 
0
200000
400000
600000
800000
1000000
1200000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8
P
o
v
rš
in
a
 
Koncentracija [ µg/mL ] 
26 
 
Goran Kragolnik: Analiza sintetičnih in naravnih kanabinoidov v vzorcih prepovedanih drog in izdelkih 
iz konoplje 
 
 
Slika 4.11: Linearnost za CBDA (1 % do 25 %) 
 
Slika 4.12: Linearnost za THCA (1 % do 25 %) 
4.2.2 Študija ponovljivosti 
Ponovljivost smo določili s šestkratnim zaporednim injiciranjem mešanic 1 in 2 
standardnih raztopin pri 25 % delovni koncentraciji. Iz pridobljenih površin analize smo 
nato s pomočjo Excela izračunali povprečje površin in relativni standardni odklon za 
vsak posamezen kanabinoid [tabeli 4.3 in 4.4]. 
Kriterij ponovljivosti: RSD ≤ 5 % 
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Tabela 4.3: Ponovljivost sistema za mešanico 1 
Injiciranje 
Površina za 
CBDV 
Površina za 
CBD 
Površina za 
THC 
Površina za 
CBG 
1 916007 812360 1088545 762154 
2 915275 817125 1080993 765272 
3 881647 813930 1072800 765746 
4 866569 813427 1081668 784013 
5 891350 838981 1089781 759746 
6 895409 822091 1079172 768731 
Povprečje (n=6) 894376 819652 1082160 767610 
RSD (%) 2,15 1,23 0,58 1,12 
 
Tabela 4.4: Ponovljivost sistema za mešanico 2 
Injiciranje Površina za CBN Površina za CBDA Površina za THCA 
1 1031893 581533 421901 
2 1039336 564105 412466 
3 1005839 565817 394677 
4 1015609 553558 406487 
5 1025992 537653 389107 
6 1001600 551566 388229 
Povprečje (n=6) 1020045 559039 402145 
RSD (%) 1,46 2,68 3,40 
 
4.2.3 Delovno območje 
Delovno območje smo izbrali glede na podlagi linearnosti umeritvene krivulje, realnih 
vzorcev in meritev točnosti metode. Rezultati za točnost metode so bili ustrezni tudi v 
višjem delovnem območju, kljub uporabi celotnega območja linearnosti. Delovno 
območje za vse določevane kanabinoide smo zato določili od 0,1 do 10 µg/mL. 
4.2.4 Meja zaznavnosti (LOD) 
Za mejo zaznavnosti smo izbrali metodo na osnovi S/N razmerja (razmerje med močjo 
signala in šuma). Za kriterij smo privzeli splošno sprejeto zahtevo za S/N, ki je 
minimalno 3 : 1 [45, 46]. 
Za mejo zaznavnosti smo privzeli polovico LOQ, kar znaša 0,5 % delovni koncentraciji. 
S/N je bil večji od 3 in manjši od 10, kar ustreza kriteriju. Na sliki 4.13 je primer za 
spojini CBD in THC. 
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Kriterij: RSD ≤ 15 % 
Tabela 4.5: Rezultati za ponovljivost metode 
    Paralelka [vsebnost v %]   [%]    
Matriks Spojina R1 R2 R3 R4 R5 R6 Povprečje STDEV RSD 
Destilat CBD 81,99 79,50 81,95 72,71 72,69 74,04 77,15 4,50 5,83 
Olje CBD 4,14 4,81 4,86 5,50 5,58 5,32 5,04 0,54 10,80 
Smola CBD 20,72 21,45 19,64 19,88 19,07 18,28 19,84 1,13 5,71 
  THC 22,24 22,25 21,66 20,90 21,84 21,62 21,75 0,50 2,29 
Konoplja THC 1,18 1,15 1,10 1,09 1,10 1,05 1,11 0,05 4,10 
  THCA 6,45 6,27 6,13 6,19 6,24 6,22 6,25 0,11 1,72 
 
Pri olju je nekako višji RSD, kar je glede na matriks pričakovati. Verjetno bi z uporabo 
kakega drugega topila dosegli boljšo ponovljivost. 
4.2.7 Točnost metode 
Točnost metode smo izvedli s pripravo vzorcev [poglavje 3.4.6] v območju od 10 % do 
50 % delovne koncentracije, glede na vsebnost CBD oziroma THC. Za vsako 
koncentracijsko območje smo pripravili tri paralelke, ki smo jih nato injicirali enkrat. Iz 
površine spojine smo iz programa izračunali dobljeno vsebnost in jo primerjali s 
teoretično vsebnostjo ter izračunali izkoristek [tabeli 4.6 in 4.7]. 
Kriterij: RSD ≤ 15 %, izkoristek ≥ 85 % 
Tabela 4.6: Točnost metode za CBD 
Matriks SMOLA 
Spojina CBD 
Koncentracijsko območje 10% 25% 50% 
Paralelka Vsebnost [%] Vsebnost [%] Vsebnost [%] 
1 1,0564 2,3733 4,7551 
2 0,9962 2,3499 4,6911 
3 1,0216 2,3081 4,4696 
Povprečje 1,0247 2,3438 4,6386 
STDEV 0,0302 0,0330 0,1498 
RSD [ % ] 2,95 1,41 3,23 
Prava vrednost [ % ] 1,0000 2,5000 5,0000 
Bias [ % ] 2,47 6,25 7,23 
Izkoristek [ % ] 98 94 93 
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Tabela 4.7: Točnost metode za THC 
Matriks DESTILAT 
Spojina THC 
Koncentracijsko območje 10% 25% 50% 
Paralelka Vsebnost [%] Vsebnost [%] Vsebnost [%] 
1 0,9303 2,3696 4,7459 
2 0,8503 2,3034 4,9184 
3 0,8770 2,4316 4,7711 
Povprečje 0,8859 2,3682 4,8118 
STDEV 0,0407 0,0641 0,0932 
RSD [ % ] 4,60 2,71 1,94 
Prava vrednost [ % ] 1,0000 2,5000 5,0000 
Bias [ % ] 11,41 5,27 3,76 
Izkoristek [ % ] 89 95 96 
 
4.2.8 Robustnost 
Robustnost smo preverjali z dvema paralelkama vzorca smole, ki je vsebovala CBD, 
CBDA, THC in THCA. To se je opravilo na dveh različnih kolonah in sicer na Kinetex 
C18 koloni, katero smo uporabljali za vse meritve ter na Ascentis Express C18 koloni. 
V tabeli 4.8 so prikazane meritve za vzorec smole na obeh kolonah za posamezno 
spojino, njihove povprečne vrednosti in relativni odmik med povprečji. 
Za kriterij smo si izbrali, da je relativni odmik med rezultati povprečij pod 5 %. 
Tabela 4.8: Primerjava vsebnosti kanabinoidov z uporabo različnih kolon 
  Kinetex kolona Ascentis kolona   
Spojina Smola 1  Smola 2 Povprečje Smola 1 Smola 2 Povprečje Rel. Odmik 
  [%]  [%]  [%]  [%]  [%]  [%]   
CBD 3,11 3,14 3,12 3,00 3,00 3,00 4,1 % 
CBDA 2,15 2,09 2,12 2,04 2,07 2,06 3,1 % 
THC 4,27 4,50 4,39 4,56 4,44 4,50 2,5 % 
THCA 0,20 0,19 0,19 0,19 0,20 0,20 0,3 % 
 
Menjava kolone je imela zanemarljiv vpliv na retencijske čase spojin. Na slikah 4.15 in 
4.16 sta prikazana kromatograma za CBD in THC na eni in drugi koloni, kjer je 
prikazan retencijski čas. 
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Kriterij: Izkoristek ≥ 90 % 
Tabela 4.9: Stabilnost raztopine vzorca do 96 h pri 4 °C za CBD 
Čas Površina Bias [%] Izkoristek [%] 
t = 0h 2075723 / / 
t = 24 h 2010845 0 96,9 
t = 48h 1941699 3,4 93,5 
t = 72h 1983071 1,4 95,5 
t = 96 h 2031109 1,0 97,9 
 
Tabela 4.10: Stabilnost raztopine vzorca do 96 h pri 4 °C za THC 
Čas Površina Bias [%] Izkoristek [%] 
t = 0h 2821978 / / 
t = 24 h 2717116 0 96,3 
t = 48h 2818317 3,7 99,9 
t = 72h 2664747 1,9 94,4 
t = 96 h 2784432 2,5 98,7 
 
Glede na rezultate in zastavljene kriterije je stabilnost vzorca ustrezna. Stabilnost 
vzorcev smo potrdili do vsaj 96 h v temi na 4°C. Vzrok v odstopanju rezultatov glede na 
časovne enote prihaja zaradi stabilnosti masnega detektorja, ki je kompleksen v naravi. 
4.3 Fragmentacija 
Z namenom primerjave naravnih in sintetičnih kanabinoidov smo izvedli fragmentacijo 
vsake posamezne standardne spojine. Ionizacijo smo izvedli pri 20 eV, kar je najbolj 
optimalno. Na tak način se originalna molekula ne razbije popolnoma. 
V tabeli 4.11 so prikazani vsi določevani kanabinoidi, njihove molekulske formule, 
eksaktne mase in njihovi pozitivni fragmentni ioni. Na prvih treh mestih so izpisani 
njihovi glavni ioni. Njim sledijo še ostali ioni, vsi pa so razvrščeni po njihovi intenziteti 
v masnem spektru. Za spojine CBDA, CBDV in CBG smo ione določili izključno 
eksperimentalno, saj za njih nismo našli QTOF masnih spektrov. V prilogah 7.1 do 7.10 
pa so masni spektri fragmentov in strukturne formule za vsak kanabinoid, kjer so 
prikazane tudi predpostavljene fragmentacije, predvsem za glavne ione. 
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Tabela 4.11: Kanabinoidi in njihovi podatki 
Spojina Formula Eksaktna masa Fragmenti (M+H)+ 
THC C21H30O2 314.22458 193.1223, 259.1693, 135.1168, 93.0699 
THCA C22H30O4 358.21441 341.2111, 219.1016, 261.1485, 285.1485 
CBD C21H30O2 314.22458 193.1223, 259.1693, 135.1168, 93.0699 
CBDA C22H30O4 358.21441 341.2113, 219.1015, 261.1482, 285.1485 
CBG C21H32O2 316.24023 193.1220, 123.0435, 69.0701 
CBDV C19H26O2 286.19328 165.0904, 135.1165, 93.0697 
CBN C21H26O2 310.19328 223.1117, 293.1900, 241.1223 
JWH-018 C24H23NO 341.17796 155.0492, 214.1226, 127.0542 
JWH-073 C23H21NO 327.16231 155.0492, 200.1070, 127.0542, 144.0444 
JWH-250 C22H25NO2 335.18853 121.0648, 200.1434, 91.0542, 144.0808 
 
Kot je razvidno iz tabele, so glavni ioni za CBDA, pridobljeni eksperimentalno, skoraj 
na 4 decimalke identični teoretičnim za THCA, kar smo tudi pričakovali in priča o 
ustreznosti instrumenta QTOF. 
Značilno za vse določevane NK je prisotnost vsaj enega aromatskega obroča in vsaj ene 
hidroksilne skupine ter alkilne verige. THC in CBN sta edina, ki imata le eno OH 
skupino medtem ko imajo ostali po dve. Prav tako je CBN edini z dvema aromatskima 
obročema. Spojine THC, THCA in CBN so bolj ciklične strukture in sicer spominjajo 
na dibenzopiran, medtem ko so ostali bolj razvejani. Spojini CBDA in THCA, ki sta 
kislinski obliki, pa imata še karboksilno verigo. 
Sintetični kanabinoidi se od naravnih precej ločijo, JWH-250 sicer ima samostojen 
benzenov obroč, a je ta le del večje strukture. Kanabinoida JWH-018 in JWH-073 imata 
kot stransko verigo naftalenski obroč. V vseh strukturah pa prevladuje benzenski obroč 
v ciklični povezavi s pirolom, pri katerem je na vsakem dušiku vezana tako značilna N-
alkilna veriga. 
Posledično se pri fragmentaciji ioni med naravnimi in sintetičnimi kanabinoidi povsem 
razlikujejo. Pri naravnih si med strukturami, kot so CBD in THC ter CBDA in THCA, 
ki so si zelo podobne ter imajo identično molsko maso, posledično pojavijo isti ioni. Na 
sliki 4.17 je predlagani ion 193 značilen za CBD in THC, ki je bil pridobljen s pomočjo 
literature [47] . Predlagana iona 259 in 135 sta prikazana v prilogah 7.1 in 7.2. Pri ionu 
259 je nakazana cepitev v nearomatskem obroču in formacija dvojne vezi. Ion 135 pa 
nakazuje izgubo vezave z aromatskim obročem. Edina razlika ob nastanku ionov med 
spojinama je mehanizem vezave protona na kisik pri THC. 
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sta iona, ki sta ostala kot razliki pri cepitvi vezi za nastanek iona 127. Prikazan je tudi 
ion 144, pridobljen s pomočjo literature [47]. 
JWH-250 (priloga 7.10) si z JWH-073 deli ion 200, z malenkostno razliko v 
mehanizmu. Ion 121 nakazuje na cepitev aromatskega obroča še pred ketonsko 
funkcionalno skupino, z delokalizacijo dvojne vezi zaradi pozitivnega naboja. Zaradi 
delokalizacije pa nadaljnje fragmentira do iona 91 z izgubo na mestu s kisikom. 
4.4 Analiza vzorcev 
V okviru projekta »Razvoj in nadgradnja mreže mobilnih enot za izvajanje preventivnih 
programov in programov za zmanjševanje škode na področju prepovedanih drog« [48] 
izvaja NLZOH analize prepovedanih drog, od koder so bili vzorci pridobljeni. Namen 
primerjave je primerjati različne vsebnosti določenih kanabinoidov. Konopljina smola 
je matriks, ki je najpogosteje uporabljen in smo ga zato izbrali za analizo [tabela 4.12]. 
Umeritvena krivulja, ki je bila izdelana za analizo vzorcev, ima za najnižjo 
koncentracijsko območje 1 % delovno koncentracijo, kar ustreza 0,1 µg/mL. Vsi 
rezultati pod to koncentracijo so podani kot < 1,0 %. Vsi ostali rezultati so podani na 
eno signifikantno mesto. 
Tabela 4.12: Rezultati analiz vzorcev destilatov 
  Spojina 
VZOREC CBDV [ % ] CBG [ % ] CBD [ % ] THC [ % ] 
1 < 1,0 < 1,0 6,2 6,0 
2 < 1,0 < 1,0 4,3 12,2 
3 < 1,0 1,6 2,8 27,3 
4 < 1,0 < 1,0 2,6 15,6 
5 < 1,0 < 1,0 < 1,0 < 1,0 
6 < 1,0 1,3 28,9 1,9 
7 < 1,0 < 1,0 1,2 29,3 
8 < 1,0 3,0 < 1,0 31,9 
 
Za vse vzorce je bila vsebnost CBDV pod mejo zaznave. CBG je bil prisoten v le treh 
vzorcih, največ 3,0 % pri vzorcu osem.  Vsebnosti CBD so bile pod mejo zaznave le pri 
dveh vzorcih, vzorcu pet in osem. Ostale vsebnosti se gibljejo od 1,2 do 28,9 %. 
Najvišjo vrednost je vseboval vzorec šest.  THC je bil pod mejo zaznave le v vzorcu 
pet, ostale vsebnosti pa so se gibale od 1,9 do 31,9 %. Najvišjo vsebnost THC je imel 
vzorec osem, sledila pa sta mu vzorca sedem z 29,3 % in vzorec tri z 27,3 %. 
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5 Sklepne ugotovitve 
Z diplomsko nalogo smo modificirali in optimizirali že obstoječo metodo za 
določevanje kanabinoidov s HPLC-QTOF. Prav tako smo jo razvili in delno validirali 
za določevanje CBD in THC v različnih matriksih ter CBDA in THCA v rastlinskem 
materialu. 
Pri delni validaciji smo študirali parametre: linearnost, ponovljivost sistema, delovno 
območje, meja zaznave, meja določljivosti, točnost metode, robustnost in stabilnost. 
Linearnost metode smo potrdili vsakič znova pred analizo. Površine vrhov in izračunane 
koncentracije iz programa smo uporabili za izris grafa v Excelu. Vsakemu grafu smo 
pripisali korelacijski koeficient, ki je ustrezal kriteriju ≥ 0,995. Linearnost smo najprej 
izvedli za vse določevane naravne kanabinoide v celotnem območju, ki pa na podlagi 
izgleda grafa ni bil linearen v celotnem območju. Posledično smo linearnost za 
določevane kanabinoide potrdili za CBDV, CBD, THC in CBN od 1-10 %, za CBG, 
CBDA in THCA pa od 1-25 %. 
Študijo ponovljivosti smo izvajali s 6-kratnim zaporednim injiciranjem standardnih 
mešanic v delovnem območju pri 25 %. Izbrani kriterij za RSD določitev je bil ≤ 5 %. 
Določitve za vse naravne kanabinoide v obeh mešanicah so ustrezale danemu kriteriju, 
kar je potrdilo ponovljivost v krajšem časovnem obdobju. 
Delovno območje metode smo določili na podlagi linearnosti, realnih vzorcev in 
točnosti metode. Za vse določevane kanabinoide smo določili delovno območje od 0,1 
do 10 µg/mL. 
Mejo zaznave za CBD in THC ter CBDA in THCA smo določili na podlagi 
minimalnega S/N razmerja 3:1, kar je enako polovici meje določljivosti in je 0,05 
µg/mL. 
Mejo določljivosti za CBD in THC ter CBDA in THCA smo določili na podlagi 
minimalnega S/N razmerja 10:1, kar je hkrati najnižja točka umeritvene krivulje in je 
0,1 µg/mL. 
Ponovljivost metode smo izvajali na vseh matriksih v šestih paralelkah za CBD in THC. 
Za kriterij smo si zadali RSD ≤ 15 %, kar pokriva tudi napako instrumenta. V vseh 
matriksih so določitve ustrezale pogoju, kar pomeni, da je metoda ponovljiva. 
Točnost metode smo izvajali za CBD v smoli in THC v destilatu pri 10, 25 in 50 % 
delovnih koncentracijah v treh paralelkah za vsako delovno koncentracijo. Kljub opazni 
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nelinearnosti z grafov umeritvene krivulje z višanjem koncentracij, so rezultati ustrezali 
kriteriju ≤ 15 % in smo tako potrdili točnost metode. 
Robustnost smo potrdili z analizo vzorca smole v dveh paralelkah. Analizo smo najprej 
izvedli s kolono enega proizvajalca in nato ponovili s kolono drugega proizvajalca. 
Vsebnosti vseh določevanih kanabinoidov v vzorcu so bile primerljive znotraj 5 % 
relativnega odmika. Uporaba druge kolone, prav tako ni imela bistvenega vpliva na 
retencijske čase kanabinoidov. 
Stabilnost smo izvedli z vzorcem smole, po pripravi katerega smo ga prelili v več vial in 
hranili v avtomatskem vzorčevalniku pri temperaturi 4°C. S primerjavo površine 
vzorca, ki je bil injiciran takoj po pripravi in površinami vzorca injiciranimi ob času 24, 
48, 72 in 96 h, smo potrdili stabilnost do 4 dni pri ustrezni shrambi. Vzrok v nihanju 
izkoristkov smo pripisali nestabilnosti masnega detektorja. 
Pri fragmentaciji smo predlagali nekaj možnih fragmentov, vendar lahko sklepamo, na 
katerih mestih molekula fragmentira. Fragmentacija za vse kanabinoide pri 20 eV z 
istim načinom ionizacije še ni podrobno raziskana, kot tudi ni preprosta. Največ 
podatkov je pri sintetičnih kanabinoidih zaradi potrjevanja in pogostosti določitev in pa 
pri CBD in THC. Običajna vsebnost ostalih kanabinoidov je ponavadi zelo nizka ali 
zanemarljiva. Z odpravo stigmatizacije ali morebitno legalizacijo konoplje bi verjetno 
postal lažji in cenejši dostop do materiala, kot so standardi. Posledično bi se verjetno 
pospešil razvoj novih zdravil na osnovi kanabinoidov in pocenile bodoče raziskave 
kanabinoidov. Fragmentacija je ena ključnih pristopov pri identifikaciji spojin, ki s 
selekcijo specifičnih fragmentov zmanjša vpliv potencialnih interferenc v kompleksnih 
matriksih, zato so bodoče raziskave v to področje še zelo odprte. 
Končno smo izvedli primerjavo osmih vzorcev konopljine smole. Pri vseh vzorcih 
praktično nismo zaznali CBDV. CBDV bi mogoče zaznali v kakem vzorcu, če bi 
linearnost izvedli pri nižji koncentraciji. CBG smo določili le v treh vzorcih, najvišji pa 
je dosegel vsebnost 3,0 %. Spojine CBD nismo določili v le dveh vzorcih, vsebnosti 
ostalih vzorcev pa so se gibale od 1,2 do 28,9 %. THC pa je bil odsoten v le enem 
vzorcu, v ostalih vzorci pa so bile vsebnosti od 1,9 do 31,9 %. V povprečju višje 
vsebnosti CBD in THC v primerjavi s CBG so bile pričakovane, saj je matriks 
koncentrirana oblika.  
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